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研究成果の概要（和文）：化合物ライブラリーを用いた、インフルエンザウイルスポリメラーゼ
の機能を阻害する候補化合物の探索、およびケミカルバイオロジーに基づいた候補化合物の作
用メカニズムの解明を行った。約 300万種の化合物ライブラリーから、in silico 解析および感
染阻害効果の評価を行い、有用な候補化合物およびそれに対する変異ウイルスを同定すること
に成功した。今後は、変異部位の詳細な機能解析を行う予定である。 
 
研究成果の概要（英文）：From compound libraries, we tried to isolate the candidate compounds which 
inhibit the function of influenza virus RNA polymerase and to clarify how they inhibit the polymerase 
using a chemical biology approach.  We screened the libraries containing 3 million compounds by in 
silico analysis and the inhibitory effect on infection.  Finally, we succeeded to isolate candidate 
compounds and the mutant viruses against them.  Now, we are analyzing the function of mutations in 
more detail. 
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１．研究開始当初の背景 
    ウイルスポリメラーゼは PB1、PB2お
よび PA の３つのサブユニットからなる複
合体である。我々はこれまでに横浜市立大学 
朴三用 博士との共同研究により、ウイルス
ポリメラーゼ複合体形成に必要なドメイン
を部分構造として決定しており、また、ウイ
ルスポリメラーゼと相互作用する宿主因子
も複数同定している。近年、世界各地で脅威
をもたらした高病原性トリ型インフルエン
ザウイルス（H5N1）の詳細な解析が行われた
結果、ウイルスポリメラーゼ複合体を構成す
るサブユニットの１つ（PB2）の点変異が哺 
乳類動物での高病原性に関与していること
が示された。このようにウイルスポリメラー
ゼはゲノムの複製だけでなく、病原性や宿主
域の決定にも重要な機能を持つと考えられ
る。また、ウイルスポリメラーゼの複雑な機
能を解明することにより、従来の抗インフル
エンザウイルス薬に耐性を示すウイルスに
も有効な、新たなアプローチによる新規の抗
インフルエンザウイルス薬の開発も期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 
 インフルエンザウイルスの RNA ポリメラ
ーゼはゲノムの複製だけでなく、病原性や宿
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主域の決定にも関与し、ウイルス株間で非常
に保存性が高い。よって、ウイルスポリメラ
ーゼの機能を理解することで、ウイルスの増
殖メカニズムを詳細に解明することができ
ると考えられる。本研究では、ウイルスポリ
メラーゼの機能解明をめざした基盤研究と
して、化合物ライブラリーを用いた、 (1) ウ
イルスポリメラーゼの機能を阻害する候補
化合物の探索、および (2) ケミカルバイオロ
ジーに基づいた候補化合物の作用メカニズ
ムの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、まず、化合物ライブラリーか
らウイルスポリメラーゼの構造を標的とし
た候補化合物を in silico解析によりスクリー
ニングを行った。次に、候補化合物を用いて
感染実験を行い、阻害効果について評価し、
新規抗ウイルス薬の探索を行った。さらに、
阻害効果の得られた化合物の中からポリメ
ラーゼに変異を導入した変異ウイルスを用
いてランダムスクリーニングを行い、野生型
ウイルスと相反する阻害効果をもつ変異ウ
イルスを同定することで、候補化合物の作用
メカニズムおよびウイルスの増殖機構の解
明を試みた。 
 
(1) ウイルスポリメラーゼの機能を阻害する
候補化合物の探索。 
①ウイルスポリメラーゼの構造を標的とし
た in silico 解析。近年、ウイルスポリメラー
ゼ複合体形成に必要なタンパク質構造およ
び重要な機能ドメインに関する部分結晶構
造は複数決定されている（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１．ウイルスポリメラーゼ複合体の部分構造 
 
 本研究では、約 300万種の化合物ライブラ
リーを用いてポリメラーゼの機能ドメイン
を阻害するような候補化合物を産総研およ
び横浜市立大との共同研究より in silico解析
した。②候補化合物の感染阻害効果の評価。
in silico解析の結果を基に、スコアの高い化合
物から順次、感染阻害効果を検討した。感染
阻害効果の評価には、A型インフルエンザウ
イルスWSN株（A/WSN/33、H1N1）を用い、
候補化合物存在下でプラークアッセイ法に
よって評価し、２次スクリーニングを行った。 
 
(2) ケミカルバイオロジーに基づいた候補化
合物の作用メカニズムの解明。 
①ウイルスポリメラーゼに変異を導入した
変異ウイルスの作製。リバースジェネティク
ス法（図 2）を用いて、ウイルスポリメラー
ゼにランダムに変異を導入した変異ウイル
スライブラリーを作製した。本研究では、PB1、 
PB2、および PAのそれぞれについてランダム
に変異を導入したウイルスゲノム発現用プ
ラスミドを用いることで、３種類の変異ウイ
ルスライブラリーを作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図２．リバースジェネティクス法 
 
②候補化合物の作用メカニズムの解析。野生
型ウイルスと相反する感染阻害効果を示し
た変異ウイルスついて詳細な作用メカニズ
ムを解析する。先行研究により、ウイルスポ
リメラーゼ複合体形成に関与するドメイン
は、複合体形成能のみならず RNA 合成活性
を制御する機能をもつと推測される(杉山ら、 
EMBO J、28: pp.1803-1811、(2009))。そこで、
(1)によって得られた候補化合物が、(i)ウイル
スポリメラーゼに結合することでポリメラ
ーゼ複合体形成を実際に阻害しているのか、
もしくは  (ii)複合体形成能を維持しつつ
RNA 合成活性のみを阻害しているのかにつ
いて検討を行う。候補化合物を用いて、野生
型および変異ウイルスのウイルスポリメラ
ーゼ複合体形成能および RNA 合成活性阻害
効果を比較することで、複合体形成能および
RNA 合成に寄与しているアミノ酸を同定す
ることができると期待される。さらに、その
アミノ酸の機能について詳細な作用メカニ
ズムを解析する。 
 
 
４．研究成果 
(1) ウイルスポリメラーゼの機能を阻害する
候補化合物の探索。インフルエンザウイルス
ポリメラーゼ三量体のうち、PB1-PAおよび
PB1-PB2の結合ドメインの結晶構造をもとに
in silicoスクリーニングを行い、約300万種の化
合物ライブラリーの中から約300種類の機能
阻害候補化合物を選定した。これら候補化合
物について、野生型ウイルスを用いたプラー
クアッセイ法により感染阻害効果の評価を行
い、感染阻害効果を示す化合物を数種類得る
ことができた（図3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．候補化合物を用いた感染阻害効果の結果の一例 
１．非感染、２．感染、３．感染＋化合物 A、 
４．感染＋化合物 B、５．感染＋化合物 C、 
６．感染＋化合物 D 
 
(2)リバースジェネティクス法により、ウイル
スポリメラーゼにランダムに変異を導入した
変異ウイルスライブラリーを作製した。これ
らの変異ウイルスを用いて、野生型ウイルス
と同様に約300種類の候補化合物について感
染阻害効果の評価を行った結果、野生型ウイ
ルスと異なる阻害効果を示す化合物Eおよび
変異ウイルスXを単離することに成功した（
図4）。この化合物Eは野生株および他の変異株
二対する感染阻害効果を示さないものの、変
異ウイルスXに対して顕著な阻害効果を示す
ことが明らかになった。 
 この変異ウイルス X は複数の変異を含ん
でいたため、我々はさらに点変異ウイルスを
作製し、責任変異を同定することにも成功し
た。この変異ウイルス Xは PB1変異ウイルス
ライブラリーから単離したもので、変異部位
はPAとの結合ドメイン付近に位置していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．変異ウイルスを用いた感染阻害効果の結果 
１．変異ウイルス X、２．変異ウイルス Y、 
３．野生型ウイルス、 
４．変異ウイルス X＋化合物 E、 
５．変異ウイルス Y＋化合物 E、 
６．野生型ウイルス＋化合物 E 
 
また、感染６時間後における変異ウイルス X
の RNA 合成活性を解析したところ、変異ウ
イルスXは化合物E存在下および非存在下の
いずれにおいても野生型ウイルスより高い
RNA 合成活性を示したものの、化合物 E の
RNA 合成活性阻害効率は野生型ウイルスと
ほぼ同じであった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．RNA合成活性に対する化合物 Eの効果 
 
 今後は、この化合物 Eがウイルスポリメラ
ーゼに結合することでポリメラーゼ複合体
形成を実際に阻害しているのかについて、ウ
イルス RNP 複合体形成の再構成系を用いて
検討を行う予定である。また、現在、化合物
Eおよび変異ウイルス X以外の候補化合物お
よび変異ウイルスについても詳細な解析を
行っている。 
 
 本研究成果は、ウイルスポリメラーゼを標
的とした新規抗ウイルス薬の開発に貢献し、
新型および高病原性インフルエンザウイル
スの脅威を取除くだけでなく、抗ウイルス薬
を用いたインフルエンザウイルスの基盤研
究の発展にも貢献すると考えられる。 
 トリ型インフルエンザウイルスなど、異な
る生物種に由来するウイルス株が種を超え
た感染能を獲得する際、レセプター認識の他
にウイルスゲノム機能自体が異種の宿主因
子へ適応することが必要であると推測され
ている。本研究を応用することで、ウイルス
ポリメラーゼと宿主因子の相互作用を詳細
に解析することができると考えられる。それ
によって、インフルエンザウイルスの種を超
えた感染能獲得過程を解析することも可能
になる。これらの基盤研究を通じて、新たな
創薬の分子標的の発掘に資することは、イン
フルエンザウイルス感染症を制御する上で
意義深いと考えられる。 
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